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stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen. Die Zellsortiersystem zeichnet sich dadurch aus, dass es zumindest einen Chip (10,
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Zellsortiersystem zur gréBenabhingigen Sortierung oder Separation von
in einer stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Zellsortiersystem zur groBenabhéngigen Sortierung
oder Separation von in einer strdmenden Fliissigkeit suspendierten Zellen.
Die Erfindung findet Anwendung in der medizinischen Diagnostik, Immu-
nologie und Biotechnologie.

Es sind einige Techniken bekannt, mit denen nicht in Geweben organi-
sierte Einzelzellen oder aus Geweben isolierte Einzelzellen nach ihrer
GréBe getrennt und analysiert werden kénnen. Nachstehend beschrieben
sind Techniken, die entwickelt wurden, um Zellen nach ihrer funktionel-
len Aktivitit und der Produktion von Sekretionsprodukten zu typisieren
und/oder zu sortieren. Weiterhin sind Methoden angefiihrt, biologische
Molekiile uind Zellen in hoher Dichte in einem geeigneten Muster auf
Festphasen anzuordnen, was eine Grundlage der nachfolgend aufgezeig-

~ ten Losung darstellt. '

1. Die Analyse mittels FACS (fluorescence activated cell sorting) erlaubt
die Detektion und Sortierung von Zellen im wesentlichen nach Oberfld-
chenmarkern. Durch die Auswertung der Streulichteigenschaften (Seiten-
und Vorwirtstreulicht) lassen sich bestimmte Population nach der GréBle
und Oberflichenbeschaffenheit einteilen. Fir medizinische Fragestellun-
gen werden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten AntikSrpern versetzt
und die fluoreszenten Zellen von den nicht gefiirbten unterschieden. Somit
lasst sich auch eine Sortierung von markerpositiven bzw. —negativen Zel-
len ermdglichen.

Die grofien Zellsorter knnen bis zu 1 - 106 Zellen/min sortieren, aber nur
in zwei Gruppen(Getfiiie). Fiir eine nachfolgende Untersuchung miissen
die ZeHen erst aus der Sortierfliissigkeit pelletiert werden.

Durch Beimischung von Latexpartikeln definierter Groe zur Probe lassen
sich grobeGrosseneinteilungen der untersuchten Zellen errreichen. Die
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Analyse einer groflen Zellzahl ist mit dieser Technik in geringer Zeit
moglich. (Shapiro 1995).

Durch Einsatz der Mikrosystemtechnik konnten Zellsortier-Geriite auf
strukturierten Siliziumchip gebaut werden. Dafiir wurden Mikropumpen
und -ventile in mikrofluidische Kanalsysteme integriert. Diese Mikro-
Zellsorter sind teilweise billiger und benétigen ein viel geringeres Volu-
men an Trigerfliissigkeit bei teilweise hoherer Empfindlichkeit. (Fu et.al.
1999, Quake and Scherer 2000).

Einen Vorteil stellt die Analyse einer groBen Zellzahl in geringer Zeit dar.
Die Sortierung erfolgt nach unterschiedlicher Fluoreszenzfirbung der
Partikel/Zellen oder die Unterscheidung nach Grofie und Oberfliichenbe-
schaffenheit. Allerdings ist auch beim Einsatz von groflennormierten La-
texpartikeln eine Sortierung nach Grofie nur in groflen Schwankungsbrei-
ten moglich. Die Aufirennung erfolgt maximal in zwei Gruppen und eine
weitere Analyse der Zellen ist nur an anderen Gerdten oder Versuchvor-

richtungen moglich.

Die FACS-Geriite sind sehr teuer und somit nicht fiir jedes Labor verfiig-
bar. :

Bei Zellsortierern auf Mikrochipbasis ist der Verbrauch an Trigerfliissig-
keit geringer und damit erhilt man auch eine stirker konzentrierte Zell-
suspension nach dem Sortiervorgang, allerdings ist hierbei wiederum der
Probendurchsatz geringer und Mikropumpen und -ventile stellen immer
kritische Komponenten in Bezug auf Funktionsdauer der Gerite dar. Al-
lerdings tritt hier auch der Vorteil der Mikrosystemtechnik zu Tage: die
leichte Austauschbarkeit der defekten Module.

2. Die Analyse von Zellen kann klassischerweise mikroskopisch erfolgen.
Durch Einsatz von Zihlkammemn oder Okularen mit eingedtzter Skale
Iiisst sich eine Einteilung der Zellen nach Groie durchfithren. Dabei kon-
nen die Zellen durch eine Ausstrich bzw. nach Zytozentrifugation auf ei-
nen Mikroskopieobjekttriger plaziert werden. Ein Laser-Scanning-
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Mikroskop dient hier als geeignetes Mittel, weil es Zellen finden kanni‘~
und spiter auch wiederfinden kann.

Die Mikroskopie gibt oft einen besseren Eindruck iiber die Morphologie
der Zellen, aber die Auswertung ist oft limitiert durch niedrige Zellzahlen
und schlechte Wiederfindung auf dem untersuchten Objekttriiger.

3. Mit speziellen Membransystemen soll eine Trennung von Zellen be-
stimmter GréBe erreicht werden. Aufgrund der Porengréfie in der Mem-
bran kommt es zum Austausch von Zellen zwischen zwei Fliissigkeitre-
servoirs, wobei alle Zellen, die grofier als die Pore sind, zuriickgehalten
werden (JP 1992000058485). Enen vergleichbaren Ansatz fiihrten Carl-
son et al. (1997) durch. Sie schufen ein Gitter mit emer Porengriofie von
5 pm und testeten die hydrodynamischen Eigenschaften von Blutzellen in
einem Fliissigkeitsstrom. Zwischen den Poren wurden verschieden lange
Kanile (von 20-110 um, Querschnitt 5 - 5 um) plaziert und somit das Pe- -
petrationsverhalten der einzelnen Zelltypen anhand der Wanderungsstrek- -
ke auf dem Armray gemessen.

Der Einsatz von Membransystemen ist fiir das Aufreinigen / Aufkonzen- :
trieren von Losungen geeignet. Aber die Zellen auf beiden Seiten der -
Membran miissen wie bei 1. mit anderen, nachfolgenden Analysetechni-
ken untersucht werden. Zu grofie Zellzahlen oder starke Verunreinigung
der Suspensionen auch mit Eiweiflen, verstopfen oder verkleben die
Membran. Auch erfolgt bei so dichten Poren gerade bei vitalen Zellen des
Blutsystems eine Kontaktaktivierung bestimmter Zelltypen (Thrombo-
zyten), was einen verdnderten Zustand der urspriinglichen Zelle bewirkt
oder auch das Trenngut schidigen kann.

4. Fiir eine Vorsortierung von Partikel und Zellen wurden miniaturisierte
Filter entwickelt, die sowohl eine axiale als auch laterale Aufirennung
nach der GréBle ermoglichen. Dafiir wurden auf Silizium-Schichten Poly-
merwiirfel aufgebracht, die dadurch ein Netzwerk mit unterschiedlicher
Fliessarchitektur schufen. Durch Wahl des Abstandes zwischen dem Po-
lymersockel konnte ein Ausschlu groferer Partikel im Fliissigkeitsstrom
erreicht werden ( He et al. 1999, Wilding and Kricka 1995).
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Problem bei diesem Ansatz ist das geordnete Aufbringen der Trennele-
mente auf das Silizium. Silizium selbst Eisst sich gut strukturieren. Aller-
dings lassen sich mit dieser Methode geringere Erhebungen und auch Po-
lymerporen herstellen (in NanometergréfBe), was konventionelle Atztech-

4 niken nicht zulassen.

5. Durch Anlegen von elektrischen Feldern kénnen Zellen z. B. nach ihrer |
Grofe separiert werden. Grundiiberlegung ist die negative Ladung von
Zellen im Flissigkeitsstrom, was durch pH-Variationen des umgebenden
Mediums modifiziert werden kaon (Li and Harrison 1997, Fiedler et al.
1998). Es wurden in Glas Kandle mit einer Tiefe von 15 pm oder 30 pm
gedtzt oder mit Laser eingebrannt, die ein Sortieren der Zellen in einen
rechtwinklig abzweigenden Kanal durch Anlegen eines elektrischen Fel-
des erméglichen sollen.

Das Sortieren mit elektrischen Feldern ist elegant, aber nicht fiir hohen
Probendurchsatz geeignet, da auch hier fiir die Trennung von zwei be- -
nachbarten Zellen ein gewisser Mindestabstand und eine gute elektro-
optische Kontrolle nitig ist.

6. Partikel oder Zellen werden in einem Fliissigkeitsstrom durch verschie-
den breite Kanile geleitet. Die Grof3e der Kanile nimmt ab und verhindert
ein Abflieen der entsprechend grofleren Partikel. Die untersuchte Sus-
pension wird von den kleineren Partikeln abgereichert. Am Schluff ver-
bleiben die groBten Partikel im Fliissigkeitsstrom (Ball and Fincher 1978).

Eine Sortierung im Fliissigkeitsstroms durch Reduktion der Kapillarbreite
beinhaltet immer die Gefabr der Verstopfung, was auch bei normalem
Fluf in Kapillaren hiufig geschieht. Die Zellen, welche mit dieser Tech-
nik aussortiert werden, miissen nachfoigend durch andere Techniken un-
tersucht werden.

7. Arraysysteme werden zunehmend genutzt, um mittels miniaturisierter,
definierter Anordmmng von definierten Molekiilen oder auch Zellen mittels
Hochdurchsatzverfahren zu analysieren. Zellspotarrays sind zur Messung
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von DNA-Expression beschrieben worden (Ziauddin und Sabatini 2001),
allerdings nicht fiir die Einzelzellanalyse und nicht fiir die Detektion von
Zellsekretionsprodukten an lebenden Zellen. Mikrostrukturierte Oberfli-
chen anderer Autoren zur Positionierung von Zellen mittels Beschichtung
von Zelladhisionsmolekiilen auf Festphasen erlauben eine Positionierung
von Zellen, allerdings nicht in dem nachfolgend dargesteliten Priizisions-
muster (Chen et al. 1998) und unterscheiden sich von dem im folgenden
dargestellten Prinzip der Sortierung grundlegend.

Aufgrund der bestehenden Systeme ist eine Anordnung von Einzelzellen
in einem festgelegten Muster und der Nachweis der Sekretionsprodukte
dieser Zellen moglich, aber bisher nicht beschrieben worden. Eine struk-
turierte Anordnung von Einzelzellen mittels Spotautomaten ist zwar prin-
zipiell denkbar, allerdings sehr aufwendig und beim Einsatz von lebenden
Zellen im Routinelabor sehr kostenintensiv. Dabei werden die Zellen oft
physisch verletzt oder zerstort. Weiterhin basiert das Mikroarray-Prinzip
in dem Aufbringen von Fliissigkeitstropfen auf eine feste Oberfliiche. Die-
se Menge ist nicht beliebig reduzierbar (mindestens 100 nl) und somit ist
das Spotten von Einzelzellen eher als Zufall zu betrachten.

8. Es gibt vielfiiltige Anwendungen zur Analyse von fliissigen Proben
durch Kapillarsysteme. In manchen wurde eine Vielzahl von Kapillaren
mit verschiedenen Zu- und Abliufen zur schnellen Analyse von Nuklein-
sdure-haltigen Proben (Liu 2001) geschaffen. Dadurch sind auch mehr-
stufige Prozesse der Probenbehandlung méglich.

Andere Autoren schufen Mikrokapillaren zur Bestimmung der Beweg-
lichkeit von Spermien (Kricka and Wilding 1995). Im ersten Fall wurde
ein aktiver Transport des zu untersuchenden Materials (DNA, RNA)
durch ein sehr enges Kapillarsystem realisiert, im zweiten Fall wurde die
Eigenbeweglichkeit der biologischen Probe (Spermien) ausgetestet, indem
nach einer gewissen Wegstrecke ein Auffangbereich eingebaut wurde.

Man unterScheidet aktive und passive Trennverfahren in Mikrokapillaren.
Fiir aktive Verfahren mit mehreren verschiedenen Schritten wurden, bis
auf die in Punkten 1-7 genannten, keine Analyse von Zellen beschrieben.



WO 03/056330 PCT/EP02/14764

10

15

20

30

35

-6-

Fiir das passive Verfahren, das zu untersuchende Agenz bewegt sich
selbst in der Fliissigkeit, sind nur gewissen Zellen oder biologische Sy-
steme (Spermien, Mikroorganismen, Viren) in der Lage. Diese miissen bei
der Untersuchung auch noch vital sein und somit sind diese Methoden auf
einige spezielle Anwendungen limitiert.

Ursachen der Nachteile:

Die Nachteile der verschiedenen Systeme ergeben sich einerseits aus der
Notwendigkeit, die Zellen nach ihrer Groflie oder anderen Markem zu er-
kennen und zu trennen. Bei Punkt 2 iibernimmt diese Funktion das Auge
oder als Ersatz die Optik wie in Punkt 1.

Die Sortierung der Zellen im Fliissigkeitstrom beinhaltet den stindig un-
gehinderten FluB der Suspension und die geeignete Trennmethode (Punkte
3-6). Nach der Trennung verbleibt die Zelle mit oftmals vielen anderen
wiederum in einer Suspension, und somit sind Emzelaussagen zu den
Zelten nicht sofort méglich (Punkte 1, 3-6).

Die Schwierigkeit, lebende Einzelzellen mittels Blottechniken auf Ober-
flichen anzuordnen liegt in der komplizierten technischen Losung des
Spotvorganges, der aus Zelldetektion und eigentlichem Spotvorgang mit-
tels Hochpriizisionsmechanik bestehen muf3 (Punkt 7). Oft ist die Wie-
derfindung nicht gegeben (Punkte 2,3,7), oder ein High-Throughput-
Screening nicht moéglich.

Bei der Nutzung eines Kapillarnetzwerkes zur stufenweisen Analyse von
Partikeln oder Zellen stort die bestehende Beweglichkeit der zu untersu-
chenden Objekte. Somit mufl eine sequentielle Behandlung von Zellen
entweder mit einem gewissen Mindestabstand der Zellen untereinander
erfolgen oder alle gleichermaBen im Pool. Diese Technologie eignet sich
nicht fiir groBe Populationen (iiber 10.000 Zellen) oder ldsst keine Aussa-
gen zu den einzelnen Zelltypen zu. Weiterhin bedeuten viele Kapillaren
immer ein hohes Risiko fiir Verstopfung oder bei sequentiellen Behand-
lung ein Problem der Reinigung/Spiilung, um Reste oder kontaminierende
Fliissigkeiten effizient zu beseitigen (Punkt 8).
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Ziel vorliegender Erfindung ist, die physische Trennung von Zellen ent-
sprechend ihrer GroBe in einem zur spiteren Analyse nach molekularen
Markern (Proteine, Nukleinsiuren) geeignetem System.

Es muf3 eine Festphase geschaffen werden, an welcher eine relativ selb-
stindige Ablagerung und definierte Anordnung von Zellen erfolgt, die ei-
ne relativ einfache Einbringung der Proben und aller Reaktionsfliissigkei-
ten zuliAft.

Die Aufgabe wird durch den Zellsortiersystem zur groBenabhiingigen
Sortierung oder Separation von in einer stromenden Fliissigkeit suspen-
dierten Zellen mit den im Anspruch 1 genannten Merkmalen gelost.

Der Erfindung licgt die Erkenntnis zugrunde, dass das Zellsortiersystem
zumindest einen Chip, der eine von der Fliissigkeit iiberstrémte Grund-
platte mit einer Vielzahl von Vertiefungen beinhaltet, umfasst. Die
Grundplatte besteht vorzugsweise zumindest teilweise aus Silizium, Glas
oder Kunststoff. Die Anordnung der Zellen in den Vertiefungen erfolgt -
durch Sedimentation aufgrund der Graviditit und Scherkriifte im Fliissig-
keitsstrom, kann aber auch durch andere Hilfsmittel wie Magnetbeads,
Anlegen eines elektrischen Feldes oder durch optische Manipulationen
(z.B. optische Pinzetten) erfolgen. Die Zellen positionieren sich in den
entsprechenden Zonen auf der Grundplatte derart, dass sich in einer Mi-
krokavitit bestimmter GroBe Zellen mit einer geringeren bis maximal
gleichen GréBe positionieren knnen.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist eine die Grundplatte
bedeckende Glasplatte des Chips vorgesehen, so dass eine spitere Aus-
wertung der Zellsortierung, beispielsweise durch Fluoreszenzmikrosko-
pie, besonders einfach erfolgen kann. Ein Abstand zwischen einer Ober-
kante der Vertiefungen und der Glasplatte betrdigt vorzugsweise 10 pm
bis 500 pm. Hierdurch kénnen Turbolenzen im Fliissigkeitsstrom verhin-
dert werden.

Ferner ist bevorzugt, dass mehrere Chips fluidisch miteinander verbunden
sind. Derartige modulare Systeme erlauben eine einfache und schnelle
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Anpassung des Zellsortiersystems an verdnderte Einsatzbedingungen. Die
Adaption kann durch Weg-/Aufnahme oder Ersatz einzelner oder mehre-
rer Chips und/oder Anderung eines Schaltbild der verbundenen Chips er-
folgen.

Weiterhin ist bevorzugt, dass eine GroBe der Vertiefungen so vorgegeben
ist, dass sie kugelformige Partikel mit einem Durchmesser von 1 bis 100
um, insbesondere 5 bis 28 um, aufnchmen kénnen. Die Durchmesser ent-
sprechen den typischen Abmessungen biologischer Mikrosysteme. Mi-
kropartikel mit kleineren Abmessungen werden in der Regel schon durch
Adhision auf der gesamten Oberfliche der Grundplatte gebunden. GriBe-
re Objekte erfordern bereits zu groBe Fluidstrome fiir den Transport, wo-
bei die Gefahr der Bildung von Turbolenzen zunimmit, die eine geordnete
Anordmung der Objekte in den Vertiefungen behindert.

Bevorzugt ist ferner, dass Vertiefungen unterschiedlicher Grofle vorhan-
den sind, die insbesondere in Strémungsrichtung der Fliissigkeit mit an-
steigender GroB3e angeordnet sind. Auf diese Weise lassen sich Fehlbele-
gungen der Vertiefungen mit zu kleinen Objekten gezielt vermeiden. Giin-
stig ist es dabei, wenn die Vertiefungen gleicher Groie jeweils in einem
gemeinsamen Feld auf einer Grundplatte angeordnet sind. Eine Dichte der
Vertiefungen liegt vorzugsweise im Bereich von 10.000 bis 1.000.000 pro
cm?, insbesondere 33.000 bis 440.000 pro cm®. Mit den genannten MaB-
nahmen lassen sich in kurzer Zeit sehr groBe Mengen an Zellen auftren-
nen und in separat einer Analytik zugiinglichen Bereichen binden.

Nach einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung zeichnet
sich das Zellsortiersystem dadurch aus, dass ein Zuleitungssystem zur
gleichformigen Beflutung der strukturierten Flichen Fliissigkeit, dessen
Zu- und/oder Ablaufkanile sich insbesondere deltafSrmig aufweiten, vor-
handen ist. Hierdurch werden Verwirbelungen vermieden und somit ein
homogener Fluss der Zellen tiber die gesamte Feldbreite erreicht.

Bevorzugt ist weiterhin, dass die Vertiefimgen in Mustern auf der Grund-
platte angeordnet sind, die ein Uberrollen des Feldes auf den Stegen zwi-
schen zwei bepachbarten Vertiefungen verhindert. Dies kann insbesonde-
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re dadurch erfolgen, dass die Vertiefungen in Strémungsrichtung zueinan-
der versetzt angeordnet sind. Diese Mafinahme unterstiitzt die Sortierung
der Zellen und triigt zur Erhéhung der Beladungsdichte der Vertiefungen
mit den Zellen bei.

GemiaB vorliegender Erfindung werden auf Silizium-, Kunststoff- oder
Glasoberfldchen mittels Atztechniken hintereinander liegende Zonen mit
gleichmiiflig verteilten Vertiefungen definierter, aber unterschiedlicher
Grofle aufgebracht. Die netzartig verteilten Vertiefungen dienen zur
strukturierten Anordnung von Einzelzellen und erleichtemn dadurch eine
Wiederfindung bei der abschlieBenden Analyse. Bei gekammer-
ten/gedeckelten Systemen wird die zu untersuchende Zellsuspension
durch Mikrofluidikanschliisse und —zuleitungen an die strukturierten
Oberflichen herangefiihrt.

Die Vorteile der vorliegenden Losung lassen sich wie folgt zusammenfas-
sen:

1. Simultane Anordnung von Zellen in einer eththten Zelldichte (bis zu 1
Million Zellen/cm?) gegeniiber konventionellen Zytospotverfahren.

2. GroBenabhiingige Anordnung von sehr vielen Zellen (bis zu 1 1\/[illi6n)
als Einzelzellen und damit Sortierung groBer Zellpopulationen in be-
stimmte Zelltypen wird moéglich.

3. Geordnete Immobilisierung von Zellen wird méglich und damit auch
eine hohe Wiederfindungsrate durch optische Verfahren (z.B. Mikrosko-
pie/Laserscanning-Mikroskopie) nach: verschiedenartiger Behandlung
(Spiil- und Waschschritte, thermische Behandlung bei PCR und Hybridi-
sierungstechniken).

4. Durch die rdumliche Separation der Einzelzellen konnen lokal ge-
trennte Untersuchungen sehr vieler verschiedener Zellen (Lymphozyten,
Makrophagen, zitkulierende Tumorzellen, Zelllinien) durchgefiihrt wer-
den.
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5. Zeitabhiingige Prozesse kénnen sequenziell an einer und derselben
Zelle durchgefiihrt und analysiert werden (Echtzeitanalyse).

6. Die hohe Zellzahl bei der Analyse auf dem Chip erlaubt eine gute stati-
stische Auswertung der umtersuchten Zellpopulation (Auswertung von
einer Million Zellen nach molekularen Markem (Oberflichenproteine,
Nukleinsauren, auch in Kombination und nach mehreren) und GroBe).

7. Unterstiitzung des Sortierprozesses im Fliissigkeitsstrom durch vielfil-

tige andere Methoden (Latexpartikel, Magnetbeads, optische Pinzetten)
ist machbar.

8. Untersuchung und Sortierung von lebenden und fixierten Zellen mit
dem Chip ist moéglich.

9. Die Analyse der immobilisierten Zellen ist durch Immunophéinotypisie-
rung bzw. durch in situ-Detektion (PCR, Hybridisierung) oder durch
Kombination beider Techniken moglich.

Die Vorgehensweise bei der Zellsortierung und nachfolgenden Analytik
kann wie folgt ablaufen: '

1. Die Zellen miissen in einer Suspension aufgenommen werden.

2. Die Zellen werden nativ benutzt oder einer Vorbehandlung (z.B. Fixie-
rung, Bindung eines Antikérpers) unterzogen.

3. Durch die entsprechenden Mikrofluidikanschliisse werden die Zellen in
den gekammerten Chip gespiilt. Die Einspiillung der Zellen kann zB.
durch eine Mikroliterspritze manuell oder unter Hilfe einer Dosierpumpe
erfolgen.

4. Die Anordnung der Zellen erfolgt durch Sedimentation aufgrund der
Graviditit und Scherkriifte im Fliissigkeitsstrom, kann aber auch durch
andere Hilfsmittel wie Magnetbeads, Anlegen eines elektrischen Feldes
oder durch optische Manipulationen (z.B. optische Pinzetten) erfolgen
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bzw. unterstiitzt werden. Die Zellen positionieren sich in den entspre-
chenden Zonen auf dem Chip derart, daB sich in einer Vertiefing be-
stimmter Grofle Zellen mit einer geringeren bis maximal gleichen GroB8e
positionieren kénnen.

5. Die Zellen' werden mit verschiedenen Fixanzien gespiilt und an der
Stelle ihrer Ablagerung fixiert. Die lokale Anbindung der Zellen kann
auch durch eine vorherige Beschichtung der Chipoberflsiche verstirkt oder

‘erreicht werden.

6. Der gesamte Kammerinhalt wird mehrfach mit Waschlosungen gespiitt,
um Fixantienreste und unfixierte Zellen abzuspiilen. Nach diesem Sortier-
schritt sind folgende Behandlungen zur Untersuchung der Zellen méglich:

7. Der Chip wird mit Reagenzlosungen (z.B. Losung fiir PCR oder Hybri-
disierung) gefiillt und die Fluididanschliissse mit Schlauchklemmen ver-
schlossen.

8. Der gesamte Chip mit den immobilisierten Zellen kann dann einer
thermischen Behandlung (bis zu 95°C) wie z.B. bei einer Polymerase-
Kettenreaktion (engl. PCR) oder einer Hybridisierung unterzogen werden. -

9. Die Reaktionslésung wird durch Spiilen mit verschiedenen Waschlo-
sungen entfernt.

10. Der Chip kann nach veschiedenen Fluoreszenzen (griin z.B. FITC, rot
z.B. Texas Rot, blau z.B. DAPI, weifl z.B. Fotolumineszenz) gescannt
werden. Ein Laser-Scanning-Mikroskop ist gesonders geeignet, da dieses
Melverfahren eine hohe Analyserate mit einer hohen Wiederfindungsrate
fiir die immobilisierten Zellen besitzt.

11. Der Scanvorgang kann auch zwischendurch nach verschiedenen ande-
ren Waschvorgiingen oder Behandlungen durchgefithrt oder wiederholt
werden.
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Die Erfindung betrifft demnach ein Zellsortiersystem zur Vereinzelung

von Partikeln/Zellen aus groBen Populationen und Sortierung nach Grofie
an mikrostrukturierten Festphasen.

Dabei werden zur effektiven Separierung und Anordnung von Parti-
keln/Zellen oder Mikroorganismen lebende oder behandelte Einzelzellen
oder andere Partikel aus grofSen Populationen an strukturierten Festphasen
(Silizium, Glas, Plastik) nach einem vorgegebenen Muster in Vertiefungen
mit bestimmter GréBe vereinzelt.

Die Auftrennung der Partikel oder Zellen erfolgt durch Sedimentation
nach der Graviditit und Scherkriften aus einem Fliissigkeitsstrom heraus,
ohne weitere Hilfsmittel, kann aber durch Anlegen eines magnetischen
oder elektrischen Feldes bzw. durch Licht (z.B. optische Pinzetten) ver-
stiarkt werden.

Das Zellsortiersystem ist zur simultanen Auftrennung sehr groBer Popula-
tionen (z.B. 1 Million Zellen) in kurzer Zeit 1-10 min nach der GréBe fir
eine nachfolgende Analyse als Einzelspots geeignet.

Das Zellsortiersystem dient zur simultanen Anordoung sehr groflier Zell-
populationen fiir eine hohe Wiederfindungsrate bei sequentiellen Analy-
sen. Durch die Auswertung wird eine hohe statistische Genauigkeit der
untersuchten Probe erreicht.

Die Separation kann in gekammerten (gedeckelten) Vorrichtungen mit
Mikrofluidikanschliissen oder auch in getffneten Systemen, mit ober-
flichlichem Fliissigkeitsstrom, erfolgen.

Durch Analyse des Separationsergebnisses (z.B. durch Mikroskopie)
kénnen die Beladung der Kavitidten mit Einzelzellen von Doppelbeladun-
gen (zwei oder mehr Partikel) unterschieden werden.

Bei Verwendung geeigneter Materialien konnen mit den separierten Zel-
len oder Partikeln thermische Reaktionen durchgefiihrt werden (Silizium
bis ca. 450°C).
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Die Analyse der angeordneten Partikel/Zellen erlaubt lokal getrennte (Ab-
stand zwischen zwei Spots ab 5 pm) Untersuchungen nach molekularen
Markern, wie genetischem Material (DNA,RNA) oder zelluliren Eiwei-
f3en. Aber auch physikalisch-chemische Untersuchungen wie Chemikali-
enresistenz, Einfluss von Licht (UV, Réntgenstrahlen), Temperatur oder
Druck (Luftdruck) kénnen durchgefiihrt werden.

Nachfolgend wird die Erfindung in zwei Ausfiihrungsbeispielen und an-
hand der Zeichnungen niher erldutert. Es zeigen:

Figar 1 ein Zellsortiersystem nach einer ersten Variante,

Figur la fimf Ausschnitte A-E aus einem Zellsortiersystem geméif Fi-

gur 1,
Figur 2 ein Zellsortiersystem nach einer weiteren Variante,
Figur 3 eine schematische Darstellung der Zellsortierung und

Figur 4 beispiclhafte Untersuchung einer sortierten Zelle in einer Mi-
krokavitiit.

Figur 1 zeigt in einer schematischen Explosionsdarstellung ein Zellsortier-
system, das einen Chip 10 umfasst. Der Chip 10 gemif Figur 1 besteht
aus einer Siliziumgrundplatte 12, auf welche durch anodisches Bonden
eine Glasplatte 14 aufgebracht wurde, und somit ein gekammertes System
entsteht.

Die Grundplatte 12 kann sowohl durch Atztechniken als auch durch Ab-
formtechniken erzeugt werden. Als Material kommen Silizium, Glas oder
auch Plastik in Betracht. Zur Herstellung von gekammerten Systemen er-
folgt Bonden oder Verkleben bei Plastikwerkstoffen der Ober- und Un-
terplatte 12, 14.
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Gekammerte Chips 10 sind fiir den gewollten Siebeffekt tiber den Mikro-
kavititen bestimmter Gréf3e besser geeignet als offene Systeme.

Die Glasplatte 14 sollte aus optischem Glas sein, damit eine spatere Aus-
wertung der Zellsortierung durch Fluoreszenzmikroskopie erfolgen kann.

In die Siliziumplatte sind vier Felder 16, 18, 20, 22 mit je einem deltazhn-
lichen Zuleitungssystem 24 als Zu- und Ablauf von Flissigkeiten geétzt.

Das fliissigkeitzuftihrende Delta besteht im Beispiel aus Kanilen mit einer
einheitlichen Atztiefe von 60 um und einer Verzweigungsrate von 26, d.h.
1 beginnender Kanal auf endgiiltig 128 Kanile. Grundprinzip ist die
gleichférmige Beflutung der strukturierten Flichen, um Verwirbelungen
zu vermeiden und somit einen homogenen Flull der Zellen/Partikel iiber
die gesamte Feldbreite zu erreichen.

Das abflieBende Delta beginnt spiegelsymmetrisch mit 128 Kanilen und
verjiingt sich auf 1 Kanal. Am Anfang und Ende des jeweiligen Einzelka-
nals ist ein MikrofluidikanschluB 28, 30 eingeklebt, welcher durch ein
Loch in der abdeckenden Glasplatte 14 die Zufilhrung von Fliissigkeiten
zu den deltafSrmigen Kapillarsystemen ermoglicht.

Zwischen den beiden Deltas befinden sich die vier Felder 16, 18, 20, 22
mit einer unterschiedlichen Anzahl an geiitzten Vertiefungen unterschied-
licher Grofle. Auf dem ersten Feld 16 befindet sich ein Array mit einer
Atztiefe, die kugelfsrmige Partikel mit einem Durchmesser von 5 pm auf-
nehmen kann (Dichte 440.000/co?). Das zweite, dritte und vierte Feld 18,
20, 22 enthilt analog Vertiefungen mit nachfolgend aufgefithrter GroBe
und Dichte: 10 um, Dichte 190.000/cm?, 16 pm, Dichte 92.000/cm?,
28 pm, Dichte 33.000 /cm?.

Die Anordnung der Felder 16, 18, 20, 22 erfolgt in anwachsender Grofie
der Vertiefingen (von 5 bis 28 pm). Der prozentuale Anteil von Vertie-
fungen in Feld 16, 18, 20, und 22 sollte sich wie 10%, 30%, 50% und
10% verhalten. Diese Aufteilung resultiert aus dem Bestreben mit diesem
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Chip 10 auch Untersuchungen der Zellen aus Vollblut durchzufiihren.
Hierdurch ergibt sich folgende Aufteilung (siche Tabelle 1).

Zur Verdeutlichung des Aufbaus des Chips 10 sind der Figur 1a fiinf ver-
grofBBerte Ausschnitte A-E zu entnehmen.

Ausschnitt A zeigt Zulaufkaniile 25 des Zuleitungssystems 24 mit in Fliis-
sigkeit eingebundenen Luftblasen 27.

Ausschnitt B zeigt Ablaufkaniile 29 des Zuleitungssystems 24 mit netz-
formig angeordneten Vertiefungen 31.

Ausschnitt C ist eine Darstellung des anisotropen Atzens in den netzfor-
mig angeordneten Vertiefungen 31.

Die Ausschnitte D und E zeigen jeweils den Ubergangsbereich zwischen
den Feldemn 20, 22 bzw. 16, 18, die Vertiefungen verschiedener Grofie
beinhalten.

Das Zellsortiersystem gemill Figur 2 besteht aus zwet in Reibe geschal-
teten Chips 40, 42, gleicht aber sonst im Aufbau dem des vorhergehenden
Ausfiihrungsbeispiels. Die Chips 40, 42 bemhalten zwei Felder 44, 46
auf. Allerdings sind die Felder 44, 46 mit den unterschiedlich grofien Ka-
vitdten nicht nacheinander in einem Kammersystem angeordnet. Zu jedem
Feld 44, 46 fiihrt ein eigenes deltadhnliches Zuleitungssystem 48, 50 als
Zu- und Ablauf von Fliissigkeiten. Zwei Felder 44, 46 werden durch einen
Schlauch verbunden, wobei wiederum die Zellsuspension erst iiber das
Feld 44 mit den kleineren Kavitiiten flieBt und dann erst auf das Feld 46
mit den grofieren Vertiefungen. Diese Anordnung lisst sich auf beliebig
viele Felder erweitern.
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Tabelle 1:  GroB8e der Kavititen auf den Feldern des Chips 10
und entsprechende Zellgroflen mit prozentualer Verteilung im Blut

Feld- |[GroBe der Zel-|Zelltypen/Bestandteile Mittlerer  theorer
Nr. len, welche in|insbesondere aus Vollblut | scher
die Kavitit pas- Prozentsatz (in %)
sen.
1 bis Spm Thrombozyten 10
Mycoplasmen, Viren, Myofi-
broblasten
2 bis 10um Lymphozyten, Erythrozyten* |30
3 bis 16um Granulozyten, Fibroblasten 50
Plasmazellen
4 bis 28um Monozyten, Hepatozyten, 10
Spermien, Granulozyten

* Erythrozyten sollten nach vorangegangener Lyse des Voliblutes nicht
mehr vorhanden sein.

Die Erfindung soll nachstehend anhand von detaillierten Ausfiihrungsbei-
spielen niher erldutert werden.

Der Testablauf wird am Chip 10 folgendermaf3en durchgefiihrt:

Aus einer 2,8-ml Monovette wurden 2mil-EDTA-Voliblut entnommen und
die Erythrozytenlyse mit der 4-fachen Menge eiskaltem Lysepuffer in Eis
durchgefiihrt. Nach Zentrifugation und 3fachen Waschschritten wurde das
Pellet (weille Blutzellen) in PBS-Puffer resuspendiert. Die roten Blutkor-
perchen (Erythrozyten) sollten nicht, oder nur noch in vernachlédssigbar
geringer Menge im Ansatz vorhanden sein.

Fiir eine anschliefende Behandlung der Zellen wurden diese mit Permea-
Fix (Ortho Diagnostics, Neckargmiind) fixiert und bis zur endgiiltigen
Verwendung in PBS-Puffer bei 4°C aufbewahrt.
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Vor dem Auftragen auf den Chip 10 wurden die Zellen mit Fluoreszenz-
farbstoffen inkubiert. Propidiumjodid als Kernfarbstoff bewirkt eine Rot-
fluoreszenz der Zellen, bei gleichzeitiger Griinfluoreszenz. DAPI bewirkt
als Kernfarbstoff eine violett-blaue Fluoreszenz der Zellen und zeigt keine
Grimfluoreszenz. :

Die Zellen wurde mit je einem Farbstoff (DAPI oder Propidiumjodid)
gefirbt und dann mit griin-gelb fluoreszierenden Latex-Kugeln (4,9 um
Durchmesser) versetzt.

Der gekammerte Chip 10 wurde mit 1 ml PBS-Puffer gefiillt und gespiilt.
Dafiir wurde eine Hamilton-Glasspritze verwendet.

Eine vorherige Spiilung des gekammerten Chips 10 mit einer Proteinlo-
sung (z.B. Protein A) ist moglich, welches sich an die Siliziumoberfliichen
bindet und eine bessere Anhaftung von Zellen oder spiter benétigten An-
tikOrper bewirkt.

Das Zellsortiersystem wurde dann mit einer Zellsuspension von etwa
2x106 Zellen pro 1000 pul gefiillt. Fiir die eigentliche Beschichtung sind
100-200 pl ausreichend. Die Suspension muf3 mit einer Flussrate von
max. 100-400 pl/min eingespritzt werden, damit eine geordnete Ablage-
rung der Zellen erfolgen kann.

Die Anordnung der Zellen erfolgt durch die Graviditit im Fliissigkeits-
strom. Die Zellen 50, 52, 54 positionieren sich entsprechend ihrer Gréfie
in die vorbereiteten Vertiefungen 60, 62 dhnlicher GréBe (Figur 3). Die
groBeren Zellen 54 oder Partikel rollen iiber die kleineren Vertiefungen
60, 62 bis zu dem Feld mit den entsprechenden Vertiefungen (hier nicht
dargestelit). Deshalb miissen in FluBrichtung erst die kleinen Kavitiiten
60, 62 vorgesehen sein, damit sich die kleinen Partikel 50, 52 als erstes
ablagern, und nur die groBeren Partikel 54 im Fliissigkeitsstrom verblei-
ben.

Die Zellsuspension darf bei diesem Chip 10 nicht mehr als 300.000 Zel-
len von einem GrdBenbereich (siehe Tabelle 1), insgesamt unter 1 Mio.



WO 03/056330 PCT/EP02/14764

10

15

20

25

30

35

-18 -

Zellen, enthalten, da sonst zwangsmiiflig kleinere Zellen in den nichsten
Bereich gespiilt werden und sich dort ablagern.

Ziel ist das Erreichen einer moglichst hohen Dichte an Zellen aus dem
gleichen GroBenbereich, wobei eine moglichst hohe Zahl von Mikrover-
tiefungen mit nur einer Zelle gefiillt sein sollen. Erreicht wird diese Zell-
dichte durch eine mdglichst dichte Anordnung der Mikrokavititen. Ver-
stirkt wird dieser Effekt durch die Anordnung der Mikrokavititen in spe-
ziellen, z.T. versetzten Mustern selbst, dadurch soll ein Uberrollen des
Sortierfeldes auf den Stegen zwischen zwei benachbarten Kavititen ver-
hindert werden.

Eine Vorbehandlung der Siliziumoberfliche fiihrt zu verdnderten Eigen-
schaften (L.adung, Hydrophobizitit) der Oberfliche.

Das Anlegen eines Magnetfeldes oder Einsatz optischer Verfahren kann
das Festhalten oder Plazieren der Zellen in den Vertiefungen sichern oder
unterstiitzen. :

Die endgiilige Trennung der Zellen entsprechend ihrer Grofie erfolgt
durch die nachfolgenden Waschschritte. Nicht in den Vertiefungen posi-
tionierte Zellen werden nach Anlegen eines geeignet starken Fliissigkeits-
stromes wieder entfernt. Bei Waschschritten sollte einerseits das Auswa-
schen von in den Vertiefungen befindlichen Zellen durch Wirbelbildung
vermieden werden, andererseits eine Schiidigung der Zellen durch einen
massiven Fliissigkeitsstrom ausgeschlossen sein. Strémungsraten von 0,3-
0,01 ml pro Sekunde haben sich als sinnvoll herausgestellt. Von wesentli-
cher Bedeutung fiir das Vermeiden von Verwirbelungen und damit dem
Herauswaschen von Zellen ist der Abstand zwischen der Oberkante der
Vertiefungen und einer mikroskopierfiihigen z.B. Quarzglasoberfliche.
Bei Abstiinden ab 500 um treten sehr starke Verwirbelungen auf, bei Ab-
stinden unter 10 um ist der Fliissigkeitsstrom mit Zellen stark beeintrach-
tigt. Mehrfache, pulsartige Beladungs- und Waschzyklen erhéhen die
Dichte und die Effektivitit der Beladung. Die Waschschritte sind eben-
falls in pulsartigen Zyklen effektiv. Waschmengen von insgesamt 1-2 ml
sind bei pulsartigem Waschen ausreichend.
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Bei Auftrennung unfixierter Zellen erhoht eine Anreicherung der
Waschlosung mit Zellkulturmedium oder Eiwei8 (Albumin 0,1-1%) die
Vitalitéit der Zellen wihrend der anschlieBenden Tests.

Mikroskopiervorgang des Zell-Arrays nach verschiedenen Fluoreszenzen
(griin z.B. FITC, rot z.B. Texas Rot, blau z.B. DAPI, wei z.B. Fotolumi-
neszenz). Fiir diese Analyse muB immer das Auflichtverfahren genutzt
werden, da die Grundplatte aus Silizium fiir das in der Mikroskopie hiufig
genutzte Durchlichtprinzip nicht geeignet ist. Bei Overlay-Darstellungen
kann die Zuordnung von zellulirer Fluoreszenz zur strukturierten Siliziu-
moberfliche erfolgen. Hierdurch koénnen Doppelbeladungen (mehr als
eine Zelle pro Kavitit) ausgeschlossen werden.

Ein Laser-Scanning-Mikroskop ist dahingehend geeignet, da dieses MeB-
verfahren eine hohe Durchsatzrate mit einer hohen Sensitivitit fiir die
Zellmarker besitzt. Andererseits treten innerhalb der Mikrovertiefung eine
Reihe von Reflexions- und Streulichteffekten auf, die zur Auswertung
herangezogen werden kémnen und die die Sensitivitdt erh6hen kdnnen.
Ein nicht konfokaler Mefmodus ist deshalb sinnvoll, weil ein Grof3teil der
Vertiefimgsoberfliche, die zur Messung genutzt werden kann, in der Ver-
tikalen angeordnet ist, damit nahezu nur zu Reflexions- und Streulicht
fiibrt, was bei konfokaler Messung dann nahezu ausgeblendet werden
wiirde. Bei einer SOfachen Mikroskopvergrosserung koénnen bei 10 pm
Mikrowellgréfe etwa 14.000 Vertiefungen gleichzeitig analysiert werden.

Nach der grioBenbedingten Anordnung der Zellen auf der strukturierten
Siliziumoberfliche konnen die Zellen mit traditionellen Nachweismetho-
den untersucht werden.

Hat man native Zellen 70 aufgetrennt, kann jetzt eine Inkubation mit
Nihrmedien erfolgen, so daB die Zellen 70 lokal positioniert, eine Stoff-
wechselaktivitit entfalten (Figur 4). In ihrem Umfeld oder direkt in ihnen
konnen dann EiweiBle oder andere Sekretionsprodukte 72 detektiert wer-
den. Dies erfolgt im allgemeinen mit spezifischen AntikSrpern 74, 76, 78,
die beispielsweise gegen die Zelloberfliche, gegen Kernproteine oder die
Sekretionsprodukte 72 wirken.
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Hierfiir kénnen die bereits sedimentierten Zellen 70 noch mehrfach gewa-
schen werden, auch um diese selbst aus den Mikrokavititen 80 zu entfer-

nen. Somit bleiben nur deren Sekretionsprodukte 72 in den Vertiefungen
80 zuriick.

Will man die Zellen direkt nachweisen, kann man durch Spiilen des Chips
mit Fixantien die Anheftung und Stabilitiit der Zellen in den Vertiefungen
verstirken.

Fir molekularbiologische Untersuchungen kénnen die sortierten Zellen
durch verschiedene Techniken untersucht werden. Es konnen alle gingi-
gen Fixierungsschritte durchgefiihrt werden, um eine anschlieBende In-
situ-Diagnostik durch Hybridisierung spezifischer Gensonden zu ermogli-
chen. Aufgrund der guten Wirmeleitfihigkeit der Siliziumwafers kdnnen
auch temperierte Reaktionen, wie bei den Untersuchungen mit der Me-
thoden der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgen. Hierbei miissen
nur die Mikrofluidikanschliisse der Reaktionskammer gut verschlossen
werden, um eine Verdampfing der Reaktionslosungen zu verhindern. Die
Kontaktstellen beim anodischen Bonden des Glases auf Siliziom lassen
Temperaturbehandlungen bis 450°C zu, allerdings sind die eingeklebten
Mikrofluidikanschliisse nur bis ca. 100°C stabil.

In einem zweiten Ausfithrungsbeispiel wird der Testablauf am Zellsor-
tiersystem gemilB Figur 2 folgendermaf3en durchgefiibrt:

Aus einer 2,8-ml Monovette wurden 2ml-EDTA-Vollblut entnommen und
die Erythrozytenlyse mit der 4-fachen Menge eiskaltem Lysepuffer in Eis
durchgefiihrt. Nach Zentrifugation und 3fachen Waschschritten wurde das
Pellet (weiBe Blutzellen) in PBS-Puffer resuspendiert. Die roten Blutkor-
perchen (Erythrozyten) sollten nicht, oder nur noch in vernachlissigbar
geringer Menge im Ansatz vorhanden sein.

Fiir eine anschlieBende Behandlung der Zellen wurden diese mit Permea-
Fix (Ortho Diagnostics, Neckargmiind) fixiert und bis endgiiltigen Ver-
wendung in PBS-Puffer bei 4°C aufbewahrt.
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" Vor dem Aufiragen auf den Chip wurden die Zellen mit Fluoreszenzfarb-

stoffen inkubiert. Propidiumjodid als Kernfarbstoff bewirkt eine Rotfluo-
reszenz der Zellen, bewirkt gleichzeitig auch eine Griinfluoreszenz. DAPI
bewirkt als Kernfarbstoff eine violett-blaue Fluoreszenz der Zellen und
zeigt keine Griinfluoreszenz.

Die Zellen wurde mit je einem Farbstoff (DAPI oder Propidiumjodid)

gefiirbt und dann mit griin-gelb fluoreszierenden Latex-Kugeln (4,9 pm
Durchmesser) versetzt.

Zwei einzelne Felder 44, 46 auf dem Siliziumwafer wurden durch einen
Schiauch verbunden und mit 1ml PBS-Puffer gefiillt und gespiilt (Figur 2).
Dafiir wurde eine Hamilton-Glasspritze verwendet.

Eine Zellsuspension von etwa 2x10% Zellen pro 1000 ul wurde, begin-
nend mit dem Feld 44 welches die kleineren Kavitiiten enthilt, injiziert.
Fiir die eigentliche Beschichtung sind 100-200 pl ausreichend. Die Sus-
pension muB3 mit einer FluBrate von max. 100400 pl/min eingespritzt
werden, damit eine geordnete Ablagerung der Zellen erfolgen kann.. Erst
wurde nur die erste Kammer gefiillt und dann weiter injiziert, bis auch die
zweite Kammer gefiillt war. Die leichte Verzogerung erhohte die Sedi-
mentation der kleineren Zellen im ersten Sortierfeld.

Die weitere Injektion wirkte gleichzeitig als Spiilschritt und bewegte alle
groBeren Zellen auf das zweite Feld 46. Unter dem Mikroskop waren an-
fangs rote Zellen und griine Beads auf Feld 44 zu sehen. Nach der weite-
ren Injektion und einem Waschschritt verschwanden alle rotgefirbten
Zellen von Feld 44 und es blicben nur griinfluoreszierende Beads zuriick.
In Feld 46 fanden sich die roten Zellen wieder und nur ganz vereinzelt
einige Beads, die bei einer besseren Optimierung der Suspensionen (we-
niger Beads im Ansatz) nicht mehr nachweisbar sind.

Somit bietet der Chip 10 der Figur 1 ein geschlossenes System fiir die
komplette Aufirennung sebr vieler Zellen in alle Groflengruppen, aber
aufgrund der rdumlichen Nihe der einzelnen Sortierfelder ohne spezielle
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Barriere kommt es zum Ubertritt von kleineren Zellen auf das nichste
Feld.

Beim Zellsortiersystem gemiB Figur 2 verlingert sich der Auftrennungs-
weg und die bendtigte Menge an Zellsuspension durch die Schlauchver-
bindungen, aber die schrittweise Injektion der Zellen, ein Feld nach dem
anderen, erhoht die Auftrennung der einzelnen Zellpopulationen und er-
gibt eine hohere Sortiergenauigkeit. Zusitzlich kann sehr leicht der Sor-
tiermodus festlegt oder variert werden, je nach Verbindung der ge-
wiinschten Sortierkammern.

Durch unterschiedliche Beschichtung von Sortierfeldern mit Eiweiflen
oder Antikorpern oder anderen Fiangermolekiilen, lassen sich sogar Zellen
gleicher Grofie auftrennen, was beim Chip 10 schwer machbar ist.

Dargestellt wurde ein Verfahren zur groSenabhingigen Separation von
verschiedenen Zellpopulationen auf einem strukturierten, gekammerten
Festphasenchip (z.B. Silizium~Glas) mit ein mikrofluidischen Spiilsystem.
Die strukturierten Festphasen erlauben eine geordnete Anordnung' von
Zellen entsprechend deren Grofle in einer sehr hohen Dichte (150.000 pro
cm?). Unterstiitzt werden kann die Separation durch Einsatz magnetischer
Beads oder andere physikalische Prinzipien wie lasergesteuerte Auslen-
kung (“optische Pinzetten”) von Zellen. Die Zellen kénnen dann ohne und
nach Fixierung mit verschiedenen Methoden z.B. durch Immunophinoty-
pisierung mit spezifischen Antikdrpern, oder durch In situ-Detektion
durch Hybridisierung mit einer spezifischen Oligo-Nukleotid-Sonde oder
nach vorangegangener Amplifikation von genetischem Material (DNA,
RNA) mit einer intrazellulidren Polymerase-Kettenreaktion niber charak-
terisiert werden.
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Bezugszeichenliste:
10, 40, 42 - Chip
12 - ‘ Grundplatte
14 - Platte
16, 18, 20, 22, 44,46 - Feld
24,48, 50 - Zuleitungssystem
25,29 - Kanilen
28, 30 - Mikrofluidanschliisse

31, 60, 62, 70, 80 - - Vertiefungen
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Patentanspriiche

1.

Zellsortiersystem zur grofSenabhiingigen Sortierung oder Separation
von in einer stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen, dadurch
gekennzeichnet, dass das Zellsortiersystem zumindest einen Chip
(10, 40, 42), der eine von der Fliissigkeit iiberstromte Grundplatte
(12) mit einer Vielzahl von Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80) bein-
haltet, umfasst.

Zellsortiersystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
eine die Grundplatte (12) bedeckende Platte (14) vorhanden ist.

Zellsortiersystem nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
ein Abstand zwischen einer Oberkante der Vertiefungen (31, 60,
62, 70, 80) und der Platte (14) 10 pm bis 500 um betziigt.

Zelisortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass die Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80)
in Stromungsrichtung zueinander versetzt angeordnet sind.

Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass mehrere Chips (10, 40, 42) fluidisch
miteinander verbunden sind.

Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass eine Grofie der Vertiefungen (31, 60,
62, 70, 80) so vorgegeben ist, dass sie kugelformige Partikel mit
einem Durchmesser von 1 bis 100 pm, insbesondere 5 bis 28 um,
aufnehmen kénnen.

Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Ansj)rﬁche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80)
unterschiedlicher GroBe vorbanden sind.



WO 03/056330 PCT/EP02/14764

10

15

20 .

30

35

-25 .

8. Zellsortiersystem nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vertiefungen- (31, 60, 62, 70, 80) mit ansteigender Grofle in
Stromungsrichtung der Fliissigkeit angeordnet sind.

9. Zellsortiersystem nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich-
net, dass Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80) gleicher GriBe jeweils
in einem gemeinsamen Feld (16, 18, 20, 22, 44, 46) auf der Grund-
platte (12) angeordnet sind.

10.Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass eine Dichte der Vertiefungen (31,
60, 62, 70, 80) im Bereich von 10.000 bis 1.000.000 pro cm?, ins-
besondere 33.000 bis 440.000 pro cm?, liegt.

11.Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass die Grundplatte (12) zumindest
teilweise aus Silizium, Glas oder Kunststoff besteht.

12.Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, dass ein Zuleitungssystem (24, 48, 50)
zur gleichformigen Beflutung der strukturierten Flichen mit Fliis-
sigkeit vorhanden ist.

13.Zellsortiersystem nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass
sich ein Zu- und/oder Ablauf des Zuleitungssystems (24, 48, 50)
deltaformig aufweitet.

14.Zellsortiersystem nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass
der Zu- und/oder Ablauf aus Kaniilen (25, 29) besteht, die sich ver-
zweigen bzw. verjiingen.

15.Zellsortiersystem nach einem der Amnspriiche 12 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass das Zuleitungssystem (24, 48, 50) Mikroflui-
danschliisse (28, 30) umfasst.
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16.Zellsortiersystem nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80) in Mustern auf der Grund-
platte (12) angeordnet sind, die ein Uberrollen des Feldes (16, 18,
20, 22, 44, 46) auf den Stegen zwischen zwei benachbarten Ver-
tiefungen (31, 60, 62, 70, 80) verhindert.

17.Zellsortiersystem nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass Mittel zum Festhalten oder Plat-
zieren von Zellen in den Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80) vorhan-
den sind.

18.Zellsortiersystem nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
die Grundplatte (12) aus Silizium ist und die Siliziumoberfliiche mit
einer Proteinlosung beschichtet ist.

19.Zellsortiersystem nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
die Grundplatte (12) aus Silizium ist und die Siliziumoberfliche
derart behandelt ist, dass sich deren Ladung und Hydrophobizitit
gedndert hat.

20.Zellsortiersystem nach den Anspriichen 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Platte (14) lichtdurchlissig ist.

21.Zellsortiersystem nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass
die Platte (14) aus Glas ist.
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stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen. Die Zellsortiersystem zeichnet sich dadurch aus, dass es zumindest einen Chip (10,
40, 42), der cine von der Fliissigkeit tiberstrémte Grundplatte (12) mit einer Vielzahl von Vertiefungen (31, 60, 62, 70, 80) beinhaltet,
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